
КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ, 2023, том 85, № 3, с. 355–365

355

ДИНАМИЧЕСКИЕ ПОВЕРХНОСТНЫЕ СВОЙСТВА ФИБРИНА
© 2023 г.   О. Ю. Миляева1, *, А. Р. Рафикова1

1Санкт-Петербургский государственный университет, Институт химии, 
Университетский просп., 26, Санкт-Петербург, 198504 Россия

*e-mail: o.milyaeva@spbu.ru
Поступила в редакцию 13.12.2022 г.

После доработки 23.03.2023 г.
Принята к публикации 24.03.2023 г.

Фибрин образуется при полимеризации одного из основных белков крови – фибриногена под дей-
ствием фермента тромбина. Динамическая поверхностная упругость и динамическое поверхност-
ное натяжение смешанных растворов фибриногена и тромбина измерялись как функции времени
жизни поверхности и концентрации фермента (от 50 до 800 Ед./л). Немонотонный характер зави-
симостей динамической поверхностной упругости указывает на многостадийный характер форми-
рования пленки фибрина и позволяет проследить переход от разворачивания белка к отдельным
нитевидным агрегатам, сетке разветвленных фибрилл, а затем к сплошной пленке. Динамическая
поверхностная упругость пленок фибрина превышает соответствующие значения для фибриногена
в 2 раза (115 и 55 мН/м соответственно). Применение различных видов микроскопии позволило
оценить морфологию полученных пленок.
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ВВЕДЕНИЕ
Применение фибрина и материалов на его осно-

ве имеет долгую историю. Одним из первых приме-
нений было создание фибриновых герметиков. В
начале XX века было создано первое кровооста-
навливающее средство на основе фибрина [1]. С
конца XX века нарастала популярность материа-
лов на основе фибрина, применявшихся в каче-
стве гемостатиков в хирургии и клеев для при-
крепления кожного трансплантата пациентам с
ожогами [2]. В тканевой инженерии фибриновые
гели используются в качестве двумерных и трехмер-
ных каркасов [1, 3]. С помощью фибриновых гелей
успешно осуществляется доставка таких лекарств,
как липофильные противоопухолевые препараты
[4] и малорастворимые антибиотики [5].

Изучению фибриновых сгустков и объемных
материалов на их основе [6, 7] уделяется боль-
шое внимание: исследуются механические свойства
фибрина, морфология фибриновых сгустков, их
пористость, толщина волокон, степень разветв-
ления, рассматривается влияние различных усло-
вий (pH, концентрация фибриногена, концентра-
ция тромбина, ионная сила, содержание ионов
Ca2+, температура) на образование фибрина [8–10].
Активно изучается механизм полимеризации фиб-
риногена [8, 11–15].

2D материалы и фибриновые пленки на грани-
це жидкость–газ исследуются реже [16–20]. Иссле-
дование пленок на границе раздела фаз представля-

ет собой сложную задачу, поскольку протяженность
такого объекта по нормали к поверхности сопоста-
вима с молекулярными размерами [21]. Лишь огра-
ниченное число экспериментальных методов поз-
воляет получить новую информацию о подобных
системах. В то же время морфология и структурно-
механические свойства фибриновых пленок пред-
ставляют интерес как с фундаментальной, так и с
практической точки зрения, поскольку именно об-
разование фибриновых пленок препятствует кро-
вопотере и инфицированию раны [16–19].

Динамические поверхностные свойства фиб-
риногена – одного из основных белков крови, из
которого под действием факторов свертывания, в
первую очередь тромбина, может быть получен
фибрин, определялись в нескольких работах [19,
22–26], в том числе с применением методов дила-
тационной поверхностной реологии [19, 22]. По-
лученные результаты показывают, что динамиче-
ские поверхностные свойства фибриногена имеют
ряд особенностей по сравнению с динамическими
поверхностными свойствами других белков. В част-
ности, значения динамической поверхностной
упругости растворов фибриногена оказываются
ниже соответствующих значений для глобулярных
белков (55 и 80 мН/м соответственно). Вероятной
причиной этого является различие в структуре мо-
лекулы фибриногена и типичных глобулярных бел-
ков. Молекула фибриногена имеет большой размер
(молекулярная масса около 340 кДа, размеры мо-
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лекулы 47.5 нм × 5 нм) и состоит из трех основных
последовательно расположенных доменов [25,
27]. Характер кинетических зависимостей дина-
мической поверхностной упругости для раство-
ров фибриногена различной концентрации и ре-
зультаты других методов позволили предполо-
жить изменение ориентации молекул по мере
увеличения поверхностной концентрации и фор-
мирование более протяженного поверхностного
слоя с большим содержанием воды [22–26].

Несмотря на то, что сканирующая электрон-
ная микроскопия указывает на различную мор-
фологию поверхностных пленок фибриногена и
фибрина, поверхностное натяжение их растворов
оказывается одинаковым [18, 19]. Динамическая
поверхностная упругость оказывается более чув-
ствительной к образованию фибрина из фибрино-
гена, чем поверхностное натяжение. Недавно было
показано, что на основе результатов измерения
динамической поверхностной упругости можно об-
наружить начало формирования фибриновых воло-
кон на межфазной границе [19]. Они представляют
собой длинные нитевидные агрегаты, протяжен-
ностью более 5 микрон, толщиной около 20 нм
[14, 19]. Однако число волокон невелико и в рас-
смотренном концентрационном диапазоне дина-
мические поверхностные свойства, как правило,
определяются свободным фибриногеном. При
этом исследования динамических поверхностных
свойств дисперсий амилоидных фибрилл, также
представляющих собой нитевидные белковые аг-
регаты, показывают, что существенное влияние
фибрилл на поверхностные свойства возможно,
только если их поверхностная концентрация ока-
зывается достаточно высокой [28–30].

Цель данной работы – определение механизма
формирования фибрина на границе жидкость–
газ под действием относительно высоких концен-
траций тромбина (свыше 50 Ед./л). Можно ожи-
дать, что добавление фермента к растворам фибри-
ногена приведет к образованию фибрина не только
в объеме раствора, но и в поверхностном слое. В
этом случае можно ожидать изменения динами-
ческих поверхностных свойств от типичных для
растворов чистого фибриногена к динамическим
поверхностным свойствам фибрина, зависящим
от структуры образующейся пленки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для измерений динамической поверхностной

упругости был использован метод осциллирую-
щего кольца [31, 32]. Этот метод основан на реги-
страции отклика поверхностного натяжения на
небольшие гармонические колебания площади по-
верхности жидкости. Стеклянное кольцо с шерохо-
ватой внутренней поверхностью частично погру-
жается в жидкость. Движение кольца вверх и вниз
вдоль своей оси приводит к периодическим изме-

нениям формы мениска у внутренней части коль-
ца. Это в свою очередь приводит к колебаниям
поверхностного натяжения внутри кольца, кото-
рые измеряются с помощью пластинки Вильгель-
ми. Если деформации площади поверхности до-
статочно малы и описываются гармоническим за-
коном, то колебания поверхностного натяжения
также оказываются синусоидальными. В этом слу-
чае мы можем определить поверхностную упру-
гость с помощью следующей формулы:

(1)

где γ – поверхностное натяжение, А – площадь
поверхности жидкости и ω – круговая частота.
Если фазовый сдвиг между колебаниями поверх-
ностного натяжения и площади поверхности от-
сутствует, то мнимая часть поверхностной упру-
гости равна нулю. Амплитуда и частота осцилля-
ций площади поверхности составляли 7% и 0.1 Гц
соответственно.

Для исследуемых в данной работе систем мни-
мая часть динамической поверхностной упруго-
сти была меньше действительной части. Поэтому в
дальнейшем представлены результаты только для
модуля динамической поверхностной упругости.

С помощью прибора ISR (KSV NIMA, Фин-
ляндия) были определены изотермы сжатия по-
лученных пленок фибрина. Смешанный раствор
фибриногена и тромбина заливался в ванну Ленг-
мюра и по прошествии 15 ч осуществлялось сжа-
тие адсорбционного слоя при постоянной скорости
5 мм/мин. Поверхностное натяжение измерялось
методом пластинки Вильгельми, расположенной
посередине между двумя барьерами.

Эллипсометрические измерения проводились с
помощью нуль эллипсометра Multiskop (Optrel GBR,
Германия) с длиной волны света 632.8 нм при по-
стоянном значении угла падения 49° вблизи угла
Брюстера. Разность Δsurf между элилипсометриче-
скими углами Δ для исследуемого раствора и чистой
воды пропорциональна величине адсорбции [32].

Для определения морфологии пленок фибри-
на был использован метод атомно-силовой микро-
скопии (АСМ) – прибор Nte-MDT (Россия). Плен-
ки фибрина переносились на поверхность слюды с
помощью метода Ленгмюра–Шеффера. После пе-
реноса пленка высушивалась в эксикаторе при ком-
натной температуре в течение двух дней. Все изме-
рения проводились в полуконтактном режиме.

Для определения мезоскопической морфоло-
гии пленок была применена микроскопия при уг-
ле Брюстера (прибор BAM 1, Nanofilm Technolo-
gy, Германия).

Фибриноген (Sigma-Aldrich, Германия) и тром-
бин (Sigma-Aldrich, Германия) использовались без
дополнительной очистки. Концентрация тромбина

( ) ,
lnAre imE E iE δγω = + =

δ
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выражена в единицах ферментативной активно-
сти. 1 Ед. определяется как количество фермента,
которое катализирует превращение одного микро-
моля субстрата в минуту при стандартных условиях.
Тромбин (1000 Ед.) был растворен в 10 мл буферно-
го раствора и разделен на порции объемом 1 мл, ко-
торые хранились в холодильнике при –18°С. Для
приготовления исследуемых растворов размора-
живалась порция тромбина, которая хранилась при
4°С не дольше пяти дней. Также для приготовления
исследуемых растворов исходный раствор фибри-
ногена с концентрацией С = 1 г/л разбавлялся до за-
данной концентрации. Исходный раствор фибри-
ногена хранился при 4°С не дольше пяти дней.
Добавление тромбина к раствору фибриногена осу-
ществлялось путем смешения исходных растворов.

Исследуемые растворы готовились в фосфат-
ном буфере (растворы Na2HPO4 и NaH2PO4 (Sigma-
Aldrich, Германия) с рН 7. Ионная сила раствора за-
давалась путем добавления 0.9 мас. % NaCl.

При приготовлении растворов использовалась
трижды перегнанная вода. Две последние перегон-
ки осуществлялись на установке, целиком сделан-
ной из стекла. Поверхностное натяжение буфер-
ного раствора без белка составляло 72.8 мН/м.

Все измерения проводились при температуре
20 ± 1°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В области малых концентраций тромбина (5–

25 Ед./л) поверхностные свойства смешанных рас-
творов фибриногена и тромбина определяются
первым компонентом [19]. С увеличением концен-
траций компонентов влияние тромбина оказывает-
ся сильнее и изменение динамических поверхност-

ных свойств позволяет проследить за процессом
формирования фибрина в поверхностном слое.

В области концентраций тромбина от 50 до
300 Ед./л (рис. 1) кинетические зависимости по-
верхностной упругости оказываются немонотон-
ными. На кинетических зависимостях динамиче-
ской поверхностной упругости появляется локаль-
ный максимум при небольших временах жизни
поверхности (до 30 мин) (рис. 1). С повышением
содержания фермента локальный максимум сдви-
гается в область меньших времен жизни поверх-
ности и становится менее выраженным. На кинети-
ческих зависимостях динамической поверхностной
упругости также наблюдается выраженный ло-
кальный минимум (рис. 1), глубина которого до-
стигает 22–33 мН/м (рис. 1а). Снижение динамиче-
ской поверхностной упругости в этом случае оказы-
вается больше (более 20 мН/м), чем наблюдавшееся
ранее для малых концентраций тромбина [19]. Ско-
рость образования пленки возрастает с увеличени-
ем концентрации фермента, и при концентрации
≥300 Ед./л локальный максимум пропадает, зависи-
мости становятся монотонными (рис. 1).

Для концентраций 50 и 100 Ед./л значения по-
верхностной упругости не достигают значений
динамической поверхностной упругости для чи-
стого белка за время эксперимента. Однако уве-
личение концентрации тромбина позволяет до-
стичь более высоких поверхностных упругостей,
чем для раствора чистого фибриногена. Так при
добавлении 300–1000 Ед./л фермента к 1 × 10–7 М
раствору фибриногена значения динамической
поверхностной упругости при больших временах
жизни поверхности превышают результаты для
чистого белка (55 мН/м) [19, 22] и составляют 75–
80 мН/м (рис. 1а). Для более высокой концентра-

Рис. 1. Кинетические зависимости динамической поверхностной упругости растворов фибриногена концентрацией
1 × 10–2 (а) и 3 × 10–7М (б) и различных концентраций тромбина. Концентрация тромбина: 50 (1), 100 (2), 200 (3),
300 (4), 500  (5) и 800 Ед./л (6).
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ции фибриногена 3 × 10–7 М этот эффект выра-
жен сильнее (рис. 1б), и динамическая поверх-
ностная упругость в два раза превышает значения
для чистого белка (115 и 55 мН/м соответствен-
но).

По-видимому, немонотонный характер изме-
нения динамической поверхностной упругости
связан с последовательным изменением структу-
ры пленки. На начальном этапе при малых време-
нах жизни поверхности фибриноген быстро ад-
сорбируется на границе раздела жидкость–газ. Ди-
намическая поверхностная упругость достигает
значений, близких к результатам для чистого белка.
Появление максимума на зависимостях динамиче-
ской поверхностной упругости ранее наблюдалось
для растворов белков с добавлением денатурантов и
было связано с разворачиванием макромолекул в
поверхностном слое и вытеснением отдельных
участков молекул белка в дальнюю область поверх-
ностного слоя – область петель и хвостов [21]. Дей-
ствие тромбина может оказаться более сложным
по сравнению с действием денатурантов. Однако
и в этом случае оказывается возможна релакса-
ция поверхностных напряжений за счет вытесне-
ния отдельных участков молекулы фибриногена в
дальнюю область поверхностного слоя. Можно
предположить, что разрезание фибринопептидов
А и В под действием тромбина на начальном эта-
пе формирования фибрина [27], а также возмож-
ное денатурирующее влияние границы раздела
фаз [21], приводит к тому, что молекула фибрино-
гена становится более гибкой, частично развора-
чивается и способна формировать дальнюю об-
ласть поверхностного слоя.

Дальнейшее образование агрегатов фибрина
приводит к увеличению поверхностной упругости.
Различия в полученных величинах динамической
поверхностной упругости при больших временах
жизни поверхности для разных концентраций тром-
бина, вероятно, связано с различием в числе и/или
морфологии образованных агрегатов фибрина.

Динамическое поверхностное натяжение в от-
личие от динамической поверхностной упругости
оказывается менее чувствительным к изменени-
ям структуры поверхностного слоя, связанным с
превращением фибриногена в фибрин. Для кон-
центраций фибриногена 1 × 10–7 и 3 × 10–7 М ско-
рость адсорбции велика и динамическое поверх-
ностное натяжение оказывается близко к посто-
янным значениям уже в первые минуты жизни
поверхности (рис. 2) для всех исследованных
концентраций тромбина. Увеличение концентра-
ции тромбина слабо влияет на кинетические за-
висимости поверхностного натяжения. На протя-
жении всего эксперимента его значения для всех
исследованных смешанных растворов составля-
ют около 58–60 мН/м, что превышает значения
для чистого фибриногена при соответствующей

концентрации примерно на 4 мН/м. Также стоит
отметить небольшой рост поверхностного натя-
жения при временах жизни поверхности около
двух часов в пределах 2 мН/м для систем, в которых
предположительно образуется сплошная пленка
фибрина. Похожее поведение ранее наблюдалось
для полимеризации гидрохлорида дофамина за
счет действия фермента лакказы [33] и также бы-
ло связано с процессами образования сплошной
пленки на границе жидкость–газ.

Изотермы сжатия были получены для поверх-
ностных слоев смешанных растворов фибриноге-
на и тромбина при приближении к равновесию и
больших временах жизни поверхности (15 ч). За-
висимости поверхностного давления от относи-
тельной площади (A/A0) (рис. 3) оказываются
близки друг к другу. Для чистого фибриногена
сначала происходит довольно медленное возрас-
тание поверхностного давления, но после сжатия
примерно в два раза, когда поверхностное давле-
ние достигает 25–30 мН/м, дальнейшее уменьше-
ние площади вызывает его быстрое увеличение до
50 мН/м. Добавление тромбина приводит к тому,
что поверхностное давление для равновесной
пленки до сжатия оказывается немного выше (на
3–4 мН/м) и изотерма имеет больший угол на-
клона. Разница в начальных значениях поверх-
ностного давления для растворов тромбина и для
смешанных растворов, вероятно, связана с форми-
рованием агрегатов в поверхностном слое. При
этом так же, как и для чистого фибриногена, в кон-
це сжатия достигается поверхностное давление
50 мН/м. Несмотря на то, что кинетические зависи-
мости динамической поверхностной упругости
указывают на значительные изменения структуры
поверхностного слоя, изотермы сжатия меняются
слабо при повышении содержания фермента.

Если представить полученные результаты в
виде зависимости статической упругости εst от от-
носительной площади (рис. 3б), видно, что сжа-
тие поверхности приводит к уменьшению разли-
чий в ходе зависимостей для растворов смесей фиб-
риногена и тромбина. Можно предположить, что в
начале равновесная пленка состоит из различного
числа и типа агрегатов фиброина (волокон более
широких лент), однако по мере сжатия образуется
более однородная пленка. Максимальная упругость
для смешанных растворов (около 24 мН/м) наблю-
далась при концентрации тромбина 500 Ед./л. В
этом случае сплошная пленка, вероятно, образо-
вывалась сразу, без дополнительного сжатия, по-
этому ход зависимости отличается от зависимо-
стей для растворов с меньшей концентрацией.

Разность ∆surf между эллипсометрическими уг-
лами ∆ для исследуемого раствора и чистой воды
пропорциональна величине адсорбции (числу
молей вещества в поверхностном слое на единицу
площади поверхности) [32, 34]. Для растворов, со-
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держащих 1 × 10–7 М фибриногена, добавление
тромбина от 50 до 500 Ед./л приводит к увеличению
как скорости адсорбции, так и предельных значе-
ний эллипсометрического угла ∆surf по сравнению с
чистым фибриногеном такой же концентрации
(рис. 4). Для чистого фибриногена значение ∆surf
при приближении к равновесию составляет 3.9°,
для смешанных растворов фибриногена с тромби-
ном возрастает с увеличением концентрации по-
следнего вплоть до 5°. Этот эффект схож с результа-
тами, полученными ранее для концентрации фер-
мента 25 Ед./л [19], и, вероятно, связан с

появлением фибриновых агрегатов в поверхност-
ном слое. Для концентраций тромбина выше
100 Ед./л кинетические зависимости угла ∆surf
оказываются близки, что может быть связано с
большим числом формирующихся волокон фибри-
на и образованием практически сплошной пленки.
Предельные значения ∆surf для растворов, содержа-
щих 50 Ед./л фермента, оказываются ниже (около
4.1°). Можно предположить, что в этом случае
сплошная пленка не образуется, и в поверхност-
ном слое присутствуют отдельные агрегаты
фибрина.

Рис. 2. Кинетические зависимости динамического поверхностного натяжения растворов фибриногена концентраци-
ей 1 × 10–7 (а) и 3 × 10–7 М (б) и различных концентраций тромбина. Концентрация тромбина: 50 (1), 100 (2), 200 (3),
300  (4), 500 (5) и 800 Ед./л (6).
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Рис. 3. Изотермы сжатия адсорбционных пленок фибриногена и его смесей с тромбином (а) и рассчитанные на их ос-
нове зависимости статической упругости от относительной площади (б). Концентрация тромбина: 0 (1), 50 (2), 100 (3),
200 (4) и 500 Ед./л (5).
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Хотя полученные значения эллипсометрическо-
го угла ∆surf оказываются больше полученных для
растворов фибриногена при заданной концентра-
ции белка, эти различия оказываются невелики и
говорят лишь о слабом увеличении поверхностной
концентрации в результате формирования фибри-
новой пленки из смешанных растворов. Можно
предположить, что в первую очередь в процессе
образования фибрина принимают участие моле-
кулы фибриногена, адсорбированные при отно-

сительно небольших временах жизни поверхности.
Однако для дальнейшего формирования пленки
фибрина требуется постоянный подвод вещества
из объемной фазы.

Наглядное представление о морфологии полу-
ченных пленок можно получить с помощью АСМ и
микроскопии при угле Брюстера. На АСМ изобра-
жениях, полученных для 1 × 10–7 М раствора чи-
стого фибриногена, видна пленка, обладающая
небольшой шероховатостью (рис. 5а) [19]. В ряде
случаев применение метода АСМ позволяет разли-
чить отдельные домены фибриногена [3]. Получен-
ное изображение (рис. 5а) типично для пленок из
растворов с высокой концентрацией белка.

При добавлении 25 Ед./л фермента образуют-
ся длинные нитевидные и небольшие сферические
агрегаты (рис. 5б). Протяженность нитей достигает
несколько сотен нм, а высота и сечение – 10–20 нм.
На фоне более протяженных нитей можно разли-
чить более короткие и тонкие протофибриллы. Эти
агрегаты не образуют сплошной пленки и, вероят-
но, основным компонентом пленки остается фиб-
риноген, что подтверждает предположение о разво-
рачивании только части молекул белка в поверх-
ностном слое для этой концентрации тромбина.

Добавление 50 Ед./л тромбина к 1 × 10–7 М
раствору фибриногена существенно меняет мор-
фологию полученных пленок и позволяет получить
широкие и переплетающиеся фибриновые волокна
(рис. 5в). Длина волокон заметно превышает
500 нм, а их ширина составляет около 100 нм.
Сжатие поверхности в 10 раз приводит к образо-
ванию сплошной пленки, в которой тем не менее

Рис. 4. Кинетические зависимости эллипсометриче-
ского угла Δsurf растворов фибриногена концентраци-
ей 1 × 10–7 М и различных концентраций тромбина.
Концентрация тромбина: 0 (1), 50 (2), 100  (3), 200 (4)
и 500 Ед./л (5).
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Рис. 5. Изображения адсорбционных пленок растворов смеси фибриногена концентрацией 1 × 10–7 М и тромбина
концентрацией 0 (а), 25 (б), 50  (в), 100 (г), 200 (д), 300 (е), 500 Ед./л (ж), полученные с помощью атомно-силовой мик-
роскопии после их переноса на поверхность слюды. Пленки формировались в течение 15 ч.
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еще можно различить некоторое количество ши-
роких волокон (рис. 6а).

Для того, чтобы установить, как связано нали-
чие локального максимума на зависимостях ди-
намической поверхностной упругости с процессом
образования агрегатов, были получены АСМ-изоб-
ражения для смеси 1 × 10–7 М и тромбина концен-
трацией 50 Ед./л при переносе в точке локального
максимума динамической поверхностной упру-
гости (рис. 7). На этих изображениях хорошо вид-
но отсутствие каких-либо крупных нитевидных
агрегатов или волокон. Таким образом, можно
предположить, что фибрин формируется в по-
верхностном слое уже после локального максиму-
ма. Максимуму же соответствует процесс развора-
чивания белка и начало образования протофиб-
рилл. Структура поверхностного слоя оказывается
похожей на пленку чистого фибриногена, однако
более неоднородную, что также подтверждает
предположение о начале денатурации белка и вы-
теснении отдельных частей молекулы из ближней
области поверхностного слоя в области локаль-
ного максимума упругости.

При добавлении 100 Ед./л фермента (рис. 5г)
даже в несжатом виде можно увидеть в поверх-
ностном слое сплошные участки пленки среди
переплетающихся волокон, ширина которых за-
метно увеличилась до 250 нм. Сжатие в 10 раз
приводит к образованию сплошной однородной
пленки (рис. 6б).

Для пленок, полученных из растворов с кон-
центрацией тромбина 200 (рис. 5д) и 300 Ед./л
(рис. 5е), видно дальнейшее срастание волокон в
широкие ленты, переходящие в сплошную пленку.
При высоких концентрациях тромбина (500 Ед./л и
выше) плeнка становится однородной (рис. 5ж).

С помощью микроскопии при угле Брюстера
были получены изображения пленок для 1 × 10–7 М
раствора фибриногена при добавлении 200 Ед./л
тромбина (рис. 8). При малых временах жизни
поверхности (5 мин) изображения представляют
собой серый фон, что говорит об образовании
пленки, однородной в мезоскопическом масшта-
бе. С увеличением времени жизни поверхности
(>30 мин) на изображении можно различить не-
большую шероховатость (рис. 8а). Для малых кон-
центраций тромбина подобную шероховатость

Рис. 6. Изображения адсорбционных пленок растворов смеси фибриногена концентрацией 1 × 10–7 М и тромбина
концентрацией 50 (а) и 100 Ед./л (б), полученные с помощью атомно-силовой микроскопии после их переноса на по-
верхность слюды. Пленки формировались в течение 15 ч, затем осуществлялось сжатие поверхности в 10 раз.
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Рис. 7. Изображения адсорбционных пленок раство-
ров смеси фибриногена концентрацией 1 × 10–7 М и
тромбина концентрацией 50 Ед./л, полученные с по-
мощью атомно-силовой микроскопии после их пере-
носа на поверхность слюды. Время жизни поверхно-
сти соответствует максимуму динамической поверх-
ностной упругости (7 мин).
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можно было наблюдать только при сжатии. Сжатие
же пленки, полученной при высоких концентраци-
ях тромбина (200 Ед./л), не позволяет обнаружить
каких-то серьезных изменений. Однако небольшое
механическое возмущение показывает, что на по-
верхности имеется сплошная пленка (рис. 8б). На
изображении видны светлые области, отвечаю-
щие пленке фибрина, и темные области, отвеча-
ющие воде.

Таким образом, применение АСМ и микро-
скопии при угле Брюстера позволило обнаружить
изменение морфологии поверхностного слоя при
формировании пленки фибрина под действием
различных концентраций тромбина и подтверди-
ло предположения, выдвинутые при анализе за-
висимостей динамической поверхностной упруго-
сти. Полученные результаты, совместно с вывода-

ми, представленными в [19], позволяют предложить
следующую схему структуры пленки фибрина для
различных концентраций тромбина. В отсут-
ствиe фермента при концентрациях белка выше
2 × 10–8 М молекулы фибриногена, окруженные
молекулами воды, располагаются почти перпен-
дикулярно поверхности (рис. 9). При добавлении
5 Ед./л тромбина кинетические зависимости ди-
намической поверхностной упругости имеют не-
монотонный вид. Это позволяет выдвинуть пред-
положение о разворачивании небольшого коли-
чества молекул белка и вытеснению отдельных их
частей в виде хвостов и петель в дальнюю область
поверхностного слоя. Повышение концентрации
тромбина до 10 Ед./л, вероятно способствует об-
разованию некоторого количества протофиб-
рилл, при этом зависимость поверхностной упру-

Рис. 8. Изображения, полученные с помощью микроскопии при угле Брюстера для адсорбционных пленок фибрино-
гена концентрацией 1 × 10–7 М с добавлением тромбина 200 Ед./л (а). Пленки формировались течение 5 ч. Изображе-
ние (б) было получено после сжатия поверхности на 50% и небольшого механического возмущения поверхности.

(а) (б)

Рис. 9. Схема изменения структуры равновесного поверхностного слоя фибрина, полученного при разных концентра-
циях тромбина.
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гости от времени становится монотонной, а зна-
чения этой величины оказываются близки к
результатам для чистого белка. Добавление 25 Ед./л
тромбина приводит к росту динамической поверх-
ностной упругости на 30% по сравнению со значе-
ниями для чистого белка. Такое поведение было ра-
нее обнаружено для дисперсий амилоидных фиб-
рилл [35] и позволило предположить, что в этом
случае в поверхностном слое также сформирова-
лось некоторое количество длинных нитевидных
агрегатов, придающих дополнительную жест-
кость полученной пленке. В области высоких кон-
центраций тромбина (50–1000 Ед./л) происходит
разворачивание практически всех молекул белка,
сопровождающееся максимумом на зависимо-
стях поверхностной упругости и дальнейшим уве-
личением ее значений. Ранее было показано, что
формирование полимерной пленки на поверхности
жидкость–газ ведет к росту динамической поверх-
ностной упругости [33]. Для концентраций тром-
бина свыше 50 Ед./л все больше молекул фибри-
ногена принимают участие в полимеризации. От-
дельные нитевидные агрегаты, образованные на
предыдущем этапе, становятся более широкими
и разветвленными и при высоких концентрациях
тромбина (свыше 500 Ед./л) образуют сплошную
пленку фибрина, обладающую упругостью, дву-
кратно превышающей значения для чистого бел-
ка. Такое действие тромбина оказывается проти-
воположным тому, что наблюдалось для объем-
ной фазы. При формировании фибриновых
сгустков в объеме раствора увеличение концен-
трации фибрина ведет к получению более длин-
ных и менее разветвленных агрегатов [4].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Комплексный подход на основе методов дила-
тационной поверхностной реологии, эллипсо-
метрии и различных видов микроскопии позво-
лил предложить механизм формирования пленок
фибрина на границе жидкость–газ и определить
морфологию таких пленок. Обнаружен немонотон-
ный характер зависимостей динамической поверх-
ностной упругости, отвечающий различным этапам
формирования пленки фибрина. Интерпретация
кинетических зависимостей поверхностных
свойств, результаты АСМ и микроскопии при угле
Брюстера позволили показать, что с увеличением
концентрации тромбина происходит переход от
отдельных нитевидных агрегатов к структуре, со-
стоящей из разветвленных волокон, а затем к
сплошной пленке фибрина. Таким изменениям
морфологии отвечают различные значения дина-
мической поверхностной упругости. При этом за-
висимости динамического поверхностного натя-
жения для всех исследованных смешанных рас-
творов оставались близки, что указывает на
большую чувствительность динамической поверх-

ностной упругости к изменению структуры поверх-
ностного слоя по сравнению с поверхностным на-
тяжением.
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